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ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день изучение физиологии высших грибов имеет не
только  фундаментальное  значение,  но  очевидный  практический  интерес.
Практический аспект исследований некоторых физиологических процессов
грибов  связан,  прежде  всего,  с  оценкой  возможностей  их
биотехнологического использования. Длительное свечение грибов в широком
температурном  диапазоне  делают  перспективным  создание  нового  класса
биолюминесцентных сенсоров, работающих в режиме ожидания и выдающих
тревожный  сигнал  при  появлении  в  воздушной  или  водной  среде
токсикантов. 
В последние годы наблюдается увеличение количества исследований,
посвященных  изучению  светящихся  грибов  благодаря  возможности  их
использования  в  биолюминесцентном  анализе.  Количество  известных
светящихся грибов неуклонно растет в связи с обнаружением новых видов
[1].
Причины возникновения биолюминесценции у грибов пока непонятны,
поскольку строение их люминесцентной системы и механизм светоизлучения
не  расшифрованы.  Поэтому  изучение  параметров  роста,  морфологических
особенностей в стрессовых условиях на примере представителя светящихся
базидиомицетов Neonothopanus nambi,  будет  способствовать  развитию
представлений о  пути их эволюционного развития и возникновения у них
феномена биолюминесценции.
Следует  так  же  отметить,  что  в  настоящее  время  базидиомицеты
рассматривают  как  богатейший  источник  широкого  спектра  биологически
активных  веществ,  обладающих  фармакологическими  эффектами  –
антигрибковым,  антибактериальным,  противовоспалительным,
противоопухолевым  и  т.  д.  кроме  того,  полисахариды  грибов  обладают
3
иммуномодулирующими свойствами и используются как источник ферментов
антиоксидантной защиты клеток.
Из  изложенных  выше  фактов  очевидна  актуальность  исследования
взаимосвязи  биолюминесценции  с  другими  физиологическими  функциями
светящихся грибов в условиях стресса.
Цель данной работы - исследовать общую пероксидазную и каталазную
активность  мицелия  N.  nambi  с  низким  исходным  уровнем  свечения в
стрессовых условиях.
В работе были поставлены следующие задачи:
1. Оценить параметры роста штаммов ИБСО 2307 и ИБСО 3293 N. nambi 
при погруженном культивировании гриба
2. Оценить общую пероксидазную и каталазные активности в экстрактах 
мицелия гриба в зависимости от уровня свечения в условия стресса
3. Оценить пероксидазную и каталазную активность мицелия после 
ферментативного нарушения клеточной стенки и осмотического 
стресса.
4. Оценить изменение свечения мицелия гриба после ферментативного 
воздействия на клеточную оболочку гиф.
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Глава 1 ЛИТЕРАТУРНАЯ ЧАСТЬ
1.1 Механизм люминесценции
Свечение  грибов  известно  человечеству давно.  Однако в  отличие  от
биолюминесцентных  систем  бактерий  и  многих  видов  животных  которые
удалось расшифровать за последние десятилетия, светоизлучающая система
грибов остается нераспознанной. До настоящего времени остается неясным
обеспечивается  ли  свечение  грибов  функционированием  люциферин  –
люциферазной системы, или имеет хемилюминесцентную природу [1].
Известно,  что биолюминесцентные грибы –  это,  обычно,  сапрофиты
растений, излучающие на разных стадиях их жизненного цикла зеленоватый
свет с  максимумом в области 520-530 нм.  Светящийся  гриб излучает  свет
только в течение определенного периода (периодов) времени его жизненного
цикла, и практически не светится до и после этого. При этом отмечается, что,
в целом, люминесценция гораздо ярче у молодых плодовых тел и у молодого
активно растущего мицелия по сравнению со зрелыми плодовыми телами и
старым мицелием, хотя интенсивность их люминесценции широко варьирует
в зависимости от вида и окружающих условий.
Ранее предполагали, что в механизме люминесценции высших грибов
участвуют  активные  формы  кислорода  (АФК)  и  ферменты  с  оксидазной
функцией  [1].  Развитие  грибов  происходит  в  контакте  с  внешней  средой,
поэтому  они  подвергаются  стрессу.  К  факторам  внешней  среды,
вызывающим  АФК,  относится  ионизирующее  излучение  (α-,  β-,  γ-,
рентгеновские  лучи),  УФ-излучение,  свет  видимой  области  спектра,
изменение  температуры,  механическое  повреждение  и  т.д.  Включение
кислорода  в  метаболические  пути  живых  организмов  связано  с  его
активацией и образованием более реакционноспособных молекул: в клетке
под  действием  внутренних  и  внешних  факторов  возникают  кислород  в
возбужденном  синглетном  состоянии,  супероксидный  радикал,
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гидроксильный радикал, пероксидный радикал, пероксидный ион, перекись
водорода, оксид азота. Известно, что основным источником супероксидного
радикала в клетке является неполное восстановление кислорода до воды в
процессе  дыхания  [2,3].  Одним  из  путей  его  образования  является
восстановление  О2  в  реакции  с  НАДФH,  катализируемое  оксидазами
плазматических мембран.  Перекись водорода считается одним из наиболее
важных метаболитов у всех дышащих клеток. 
У грибов внутриклеточные ферментные системы продуцируют АФК,
необходимые  для  дифференцировки.  Результаты  изучения  светящегося
базидиомицета Neonothopanus nambi также свидетельствуют об участии АФК
и  оксидазных  ферментов  в  механизме  грибного  свечения  [4-7,].  В  этих
работах было показано, что добавление к образцам мицелия гриба перекиси
водорода  в  милимолярных  концентрациях  стимулирует  их  свечение.  Было
установлено, что инкубация мицелия в деионизованной воде, механическое
повреждение, действие ионизирующего излучения приводят к многократному
усилению световой эмиссии [8,9]. 
1.2 Ферменты антиоксидантной защиты
Высшие  грибы  обладают  значительным  набором  ферментов,
участвующих  в  метаболизме  АФК,  и  в  первую  очередь,  каталазы  и
пероксидазы  [10]  Пероксидазы  грибов  могут  быть  секретируемыми,
цитозольными,  микросомальными, или  локализованными  в  органеллах
клетки. Большая часть из них является гем-содержащими ферментами. Гем-
содержащие пероксидазы базидиомицетов достаточно подробно изучены и
описаны [10-12]. Они играют  важную роль в жизнедеятельности грибов и
представляют  интерес  для  биотехнологического  применения.  Пероксидазы
используют  перекись  водорода  или  органические  перекиси  как  электрон
принимающий косубстрат, окисляя при этом множество веществ: 
RH2 + H2O2 = R + 2 H2O,
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где RH2 донор электронов (различные субстраты).
Каталитический цикл начинается c быстрого взаимодействия фермента
и H2O2 с образованием «Соединения I»,  которое содержит 2  окислительных
эквивалента:  оксиферрил-гем и свободный радикал.  «Соединение I»
восстанавливается донором электронов с образованием «Соединения II»,  а
затем нативного фермента.  Пероксидаза так  же  проявляет и оксигеназную
активность. 
Гем-содержащие пероксидазы подразделяются на 2  суперсемейства:
пероксидазы растений и пероксидазы животных. Суперсемейство пероксидаз
растений подразделяется на 3  класса на основе гомологии аминокислотных
последовательностей и особенностей пост-трансляционной модификации
[26].  Класс I  включает микробиальные пероксидазы,  бактериальные
каталазы-пероксидазы, дрожжевую цитохром С пероксидазу и
аскорбатпероксидазы растений.  Класс II  –  это пероксидазы грибов,
включающие лигнинпероксидазу (LIP),  марганецпероксидазу (MnP)  и
секреторные пероксидазы растительного типа.  Класс III –  это классические
пероксидазы растений.  Пероксидазы двух последних классов
гликозилированы,  содержат 4  дисульфидные связи и 2  катиона кальция на
молекулу фермента.
К  экстраклеточным пероксидазам грибов  относят  лигнинпероксидазу
(LiP), марганецпероксидазу (МпР) и секреторные пероксидазы растительного
типа.  Лигнинпероксидаза  (LiP)  обладает  высоким  окислительно-
восстановительным  потенциалом,  в  результате  чего  имеет  способность
окислять не только фенольные, а еще и нефенольные модельные соединения
лигнина,  ароматические  эфиры  и  полициклические  ароматические
соединения. LiP содержит Са-связывающие сайты. У изоферментов LiP ион
Fe3+ имеет  пять  [13]  или  шесть  [14]  лигандов.  Согласно  литературным
данным [15], предполагается, что для LiP  окисление небольших субстратов
происходит на δ-мезосайте гема. Марганецпероксидаза (МnР)  в отличие от
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LiP не способна окислять наиболее устойчивые нефенольные подструктуры
лигнина.  Активность  МnР  полностью  зависит  от  наличия  Мn2+,  который
окисляется  ферментом  до  Мn3+.  Механизм  действия  МnР  заключается  в
образовании  сильного  окислителя  –  Мn3+,  который  далее,  независимо  от
фермента, окисляет различные соединения. В настоящее время МnР найдена
у  нескольких  десятков  видов  базидомицетов.  Уникальной характеристикой
фермента  является  марганецсвязывающий  сайт.  Он  расположен  на
поверхности белка и свободно доступен из раствора. 
Еще  один  фермент,  относящийся  к  классу  грибных  пероксидаз–
лакказа.  Основными  физиологическими  функциями  грибных  лакказ
считается участие в процессах деградации лигнина, развития и морфогенеза
грибов, в патогенезе и детоксикации. Лакказы не обладают специфичностью
по  отношению  к  субстрату-донору  и  способны  катализировать  окисление
широкого круга  неорганических  и  органических  соединений.  Субстратами
лакказы  являются  органические  ароматические  соединения,  многие  из
которых представляют собой фенольные подструктуры лигнина. Ферменты
антиоксидантной  защиты  действуют  как  сильные  радиопротекторы  и
принимают  участие  в  изъятии  кислородных  метаболитов  и  свободных
радикалов [16]. 
Каталаза  -  фермент,  обнаруженный  в  клетках  практически  всех
аэробных  организмов.  Основной  функцией  является  защита  клетки  от
токсического воздействия, путем разложения перекиси водорода. У эукариот
молекула  каталазы  состоит  из  четырех  субъединиц,  каждая  из  которых
содержит  железопорфириновый  комплекс.  В  клетках  эукариот  каталаза
расположена  в  периксисомах.  У  грибов  наиболее  детально  каталазы
охарактеризованы,  в  основном,  у  низших  грибов  и  аскомицетов  [17].  В
грибных клетках каталаза содержится в микротельцах,  выполняющих роль
пероксисом,  в  цитоплазме,  а  также  в  центральных  вакуолях  [18].  На
настоящее  время  известно  три  типа  гем-содержащих  грибных  каталаз:
каталазы  с  большими  субъединицами  (LSCs)  и  каталазы  с  малыми
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субъединицами (SSCs), последние подразделяются на две группы, связанные
с  НАДФН  и  не  связанные  с  НАДФН.  LSCs активируются  пероксидом
водорода, а  SSCs ингибируются. Например, аскомицеты имеют 2 каталазы с
большими  субъединицами  и  от  1  до  4  каталаз  с  малыми,  тогда  как
базидиомицеты синтезируют каталазы  только с  большими субъединицами.
Их экспрессия зависит от стадии роста и содержания перекиси водорода в
клетке. Дрожжи содержат каталазы только с малыми субъединицами [19]. 
Концентрация  каталазы  зависит  от  метаболических  потребностей
клетки.  В  аэробных  условиях  уровень  каталазы  контролируется  наличием
перекиси  водорода.  В  каталазной  реакции  фермент  ускоряет
диспропорционирование молекул перекиси водорода с образованием воды и
молекулярного кислорода: 
H2O2 + H2O2 = 2H2O
Реакция  происходит  с  образованием  интермедиата  «соединение  1»,
который фиксируется по спектру поглощения. «Соединение 1» реагирует со
второй молекулой перекиси, что приводит к образованию продуктов реакции
и регенерации свободной каталазы.
Из литературных данных известно, например, что у E.coli пероксидазы
активны при микромолярных уровнях перекиси водорода, тогда как каталаза
преобладает  при  более  высоких  дозах  пероксида,  так  как  пероксидазы
медленно  восстанавливаются  [20].  У  гриба  Pleurotus pulmonarius высокие
концентрации  H2O2  (200  μM)  заметно  снижали  экстраклеточную
пероксидазную активность [21].
1.3 Клеточная стенка
Структурные аспекты жизни клеток мицелия грибов еще до конца не
выяснены.  Основа тела  грибов мицелий,  состоящий из тонких ветвящихся
нитей  –  гиф.  Гифы  растут  апикально  и  обильно  ветвятся.  Именно  через
обширную  сеть  гиф  гриб  получает  питание.  Клеточная  стенка  грибов
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составляет до 30% сухого веса и представляет собой комплекс двух веществ
хитина и  β-D-глюкана.  Глюканы -  это  полисахариды с  длинной цепочкой,
структурным  звеном  которой  является  глюкоза,  которая  в  этой  цепочке
привязана, главным образом, к позициям 1 и 3. Глюканы образуют слизистый
слой снаружи клеточной стенки, слизистую капсулу, и могут секретироваться
во внешнюю среду [22]. Хитин расположен во внутреннем слое. Хитиновые
цепи создают каркас, обладающий значительной прочностью на растяжение.
Аскомицеты и базидиомицеты показывают высокую степень вариабельности
в синтезируемых ими экстраклеточных полисахаридах.  Наиболее  детально
охарактеризованы экзополисахариды низших грибов и аскомицетов [23-25].
Несмотря  на  то,  что  структурной  единицей  является  D-  глюкоза,
разнообразие  достигается  за  счет  аномерных  форм  (α-/β-),  положений  и
последовательности  глюкозидных  связей  вдоль  полимерной  цепи,  степени
ветвления полимера [26,27].  У базидиомицетов доминирующим полимером
экзополисахаридов  оболочки  гифы  является  (1–3)/(1–6)  β-D- глюканы.
Некоторые  представители  базидиомицетов,  например,  Ganoderma lucidium
синтезируют  β-D глюканы с  (1–4)/(1–3) связями [28], в слизистой оболочке
Pleurotus sajor-caju доминируют β-D глюканы с (1–6) связями [29],  Phellinus
ribis синтезирует  β-D глюканы  преимущественно  с  (1–4)/(1–6)  связями  в
полимерной  цепи  [30].  Вероятно,  в  состав  клеточной  стенки  светящегося
базидиомицета N.nambi также входят β-D глюканы. 
Прочность  клеточной  стенки  является  критическим  фактором  в
сохранении  морфологии  у  всех  изученных  на  настоящее  время  грибов
Клеточная  стенка  рассматривается  как  ригидная  структура  которая
поддерживает прочность грибной клетки при встрече последней с ударами
окружающей среды [31]. 
От  степени  ветвления  полимерной  цепи  зависит  растворимость
глюканов. Например, линейный полимер (1–3)  β-D- глюкан не растворим в
воде, а разветвленный (1–3)/(1–6) β-D- глюкан растворим в горячей воде [24-
26]. 
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1.4 Воздействие β-глюкозидазы на клеточную стенку
β-глюкозидаза – фермент класса гидролаз,  действует на  β (1-4) связи
между  молекулами  глюкозы  в  β –D -  глюканах.  Катализирует  гидролиз
концевых остатков в β –D глюкозидах с освобождением молекул глюкозы. 
Рисунок 1 - Полимерная цепь β-D-глюкана с (1-3)/(1-4) глюкозидными
связями
Фермент β-глюкозидаза обнаруживается у растений и грибов, является
одним  из  составляющих  комплекса  ферментов,  разрушающих  клеточные
стенки (эндо-  и  экзоглюканазы,  целлобиазы)  [32].  Например,  у Aspergillus
tubingensis  выявлены 4типа β-глюкозидазы  (I-IV) с разными молекулярными
массами. Β-глюкозидаза (I) преимущественно гидролизует олигосахариды, β-
глюкозидаза (II и III) гидролизует арил и терпенил β-D - глюкозиды.
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Глава 2 ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1 Объект исследования
В  работе  использованы  штаммы  светящегося  базидиомицета
Neonothopanus nambi ИБСО  2307  и  ИБСО  3293  из  коллекции
микроорганизмов ИБФ СО РАН.
2.2 Культивирование
Глубинное  выращивание  мицелия  N.nambi проводили  в  жидкой
питательной  среде  YM (10  гр  глюкозы,  3  гр  солодового  экстракта,  3  гр
дрожжевого  экстракта,  3  гр  пептона,  1  л  дистиллированной  воды)  и  КС
(картофель+сахар)  (200  гр  картофельного  отвара,  20  гр  сахарозы,  1  л
дистилированной воды) в конических колбах объемом 250 мл, содержащих
100 мл среды. Мицелий, который был предварительно выращен на чашках
Петри на агаризованной питательной среде в течение 8–10 дней, измельчали
и использовали в качестве инокулята для глубинного культивирования гриба.
Объем посевного материала составлял 2–5% от объема питательной среды.
Выращивание  N.nambi проводили в течение 3–7 дней при температуре 26-
28оС. Культуры находились при постоянном перемешивании при 180–200 rpm
на шейкере–инкубаторе  ES-20 («BIOSAN», Латвия). Такая технологическая
процедура позволяла нам получать мицелий в форме глобул диаметром 2–5
мм.
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2.3  Определение  содержания  глюкозы  и  оценка  биомассы  в
процессе культивирования
Содержание глюкозы в культуральной среде в процессе выращивания
мицелия  оценивали  глюкозооксидазным методом с  использованием набора
ферментов  для  определения  глюкозы  (“Диакон  ДС”,  Россия).  Перед
измерениями  культуральную  среду  разводили  ДИ  водой  (Milli-Q  system,
“Millipore”, США). Для определения биомассы мицелия при культивировании
глобулы высушивали в чашках Петри при температуре 480С до постоянного
веса. 
2.4 Измерение свечения
Измерения  свечения  глобул  мицелия  проводились  на  люминометре
Glomax 20/20 (Promega, USA), калиброванном по радиоактивному стандарту
Гастингса–Вебера  (одна  люминесцентная  единица  составляла  2.7  ×  103
фотонов  в  секунду).  Глобулы  с  уровнем  свечения  в  диапазоне  103 -  106
квантов условно назвали «тусклыми».
2.5 Визуализация свечения
Свечение глобул наблюдалось в темновом кабинете  Image System (Bio
Rad,  USA)  в  режиме  накопления  сигнала.  Экспозиция  подбиралась
экспериментально  и  составляла  100  или  300  сек.  Для  экспериментов
отбирали тускло светящиеся глобулы.
После измерения свечения глобулы высушивали в роторном вакуумном
концентраторе Сoncentrator 5301 «Eppendorf» (Германия) при 300С в течение
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1.5 час для определения сухого веса.  Величину удельной люминесцентной
активности  мицелия  рассчитывали  из  отношения  интенсивности  световой
эмиссии образца к его сухому весу.
Микроскопические  изображения  глобул  получали  с  использованием
светового микроскопа  AxioImager M2 (Carl Zeizz,  Германия) в отраженном
свете  в  режиме  флуоресценции.  Для  просмотра  края  глобул  в  световом
микроскопе их помещали на предметное стекло и придавливали покровным
стеклом. 
2.6 Получение экстрактов
Отобранные  глобулы  гомогенизировались  предварительно  в
керамической  ступке,  а  затем  с  помощью  ультразвукового  дезинтегратора
УЗТА 0.63/22-O (Волна, Россия). Ультразвуковая обработка проводилась при
мощности 97 ватт, три раза по 15 сек с интервалами в 15 сек в 10 мМоль
натрий  фосфатном  буфере  (pH 7.0).  Полученные  гомогенаты
центрифугировались при 16000g 20 мин при 40С на центрифуге  Centrifuge
5415  R (Eppendorf,  Germany),  супернатант отбирался и замораживался при
200С. Замороженные супернатанты оттаивали при комнатной температуре и
еще раз центрифугировались при вышеуказанных условиях, после чего вновь
полученные  супернатанты  отбирались  и  использовались  для  определения
активности ферментов. 
2.7 Определение общей пероксидазной активности
Для оценки уровня пероксидазной активности в глобулах мицелия и в
экстрактах  была  использована  реакция  окислительного  азосочетания  с
образованием  хромогенного  продукта.  Для  проведения  реакции
использовался  фенол  в  концентрации  0.56  мг/мл  и  4-аминоантипирин  (4-
AAП) 0.1 мг/мл. Для реакции отбиралось по 10 мкл каждого реагента на 1 мл
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общего  объема.  Интенсивность  реакции  определялась  по  поглощению
окрашенного  продукта  при  длине  волны  506  нм  на  спектрофотометре
(Shimadzu 1800).
2.8 Определение каталазной активности
Активность  каталазы  в  экстрактах  оценивалась
спектрофотометрическим методом, предлагаемым компанией  Sigma-Aldrich.
К 100 мкл экстракта  добавлялось 400 мкл буфера и 500 мкл 20 мМ  H2O2.
Реакционная смесь в кювете помещалась в спектрофотометр (Shimadzu 1800).
Кинетика отслеживалась в течении 60 сек при длине волны λ=240 нм. Одна
единица активности определялась как количество каталазы, необходимое для
разложения  1  микромоля  H2O2 до  O2 и  воды  за  1  мин  при  pH 7.0  и
температуре  250С  при  концентрации  H2O2 10  мМ.  Активность  каталазы
пересчитывалась на 1 мг общего белка в 1 мл экстракта. 
2.9 Определение белка
Содержание  белка  в  супернатантах  измеряли  методом
микроопределения  с  биуретовым  реактивом,  используя  БСА  в  качестве
стандарта. Для проведения реакции готовили реактив: щелочь и растворы с
заданной концентрацией БСА для построения калибровки [33]. 
2.10 Инкубация глобул с β-глюкозидазой
Для ферментативной обработки клеточной оболочки гиф использовали
β-глюкозидазу из сладкого миндаля (“Serva”, Германия), растворенную в 10
мM фосфатном  буфере  (рН  6.0).  Для  экспериментов  образцы  мицелия
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готовили  следующим  образом.  Выросшие  глобулы  мицелия  брали  из
питательной среды и отмывали от остатков питательной среды ДИ водой.
Отмытые  глобулы  помещали  в  ДИ  воду  и  инкубировали  при  комнатной
температуре в течение нескольких суток. Каждые сутки часть глобул брали
для  оценки  активности  ферментов  антиоксидантной  защиты  и  свечения.
Глобулы  помещали  в  ДИ  воду,  содержащую  β-глюкозидазу  (0.5  –  1.0
ед.акт/мл),  и  инкубировали  при  25oС  в  течение  3  часов  при  постоянном
перемешивании  со  скоростью  100  об/мин  на  шейкере  OS -  10  (“Biosan”
Латвия).  Контрольные  образцы  мицелия  инкубировали  в  ДИ  воде  без
добавления фермента. После этого в глобулах и инкубационных средах (ДИ
воде) контрольных и опытных проб оценивали пероксидазную активность с
помощью реакции  окислительного азосочетания  и  каталазную активность.
При оценке пероксидазной активности в воде, в которой отмывались глобулы,
добавляли  фенол,  4-ААП  и  H2O2.  Определение  экстраклеточной
пероксидазной активности в нативных глобулах проводили без  добавления
H2O2.  При  оценке  начальной  экстраклеточной  пероксидазной  активности
глобулы  мицелия,  взятые  из  питательной  среды  и  отмытые  водой,  сразу
инкубировали  с  добавлением  БГл (опыт)  или  без  фермента  (контроль)  в
течение 3 часов. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЯ
3.1.  Морфология  глобул  и  параметры  роста  мицелия  N.  nambi при
погруженном культивировании
Технология  глубинного  выращивания  позволяет  получать  глобулы
мицелия N. nambi шарообразной формы, имеющие шероховатую поверхность
за счет большого количества выростов. При таком способе культивирования
диаметр  получаемых  глобул  2  -  7  мм.  Шероховатость  глобулам  N.nambi
придают длинные пучки гиф, простирающихся на расстояние до нескольких
миллиметров.  Поверхность  гладких  глобул  представлена  более  короткими
гифами мицелия, простирающимися перпендикулярно поверхности глобулы
на  расстояние  до  300  мкм.  Выросты  по  периферии  глобул  представляют
собой активно растущие гифы гриба.
Наблюдение  за  ростом  штаммов  показало,  что  биомасса  мицелия
начала быстро возрастать после 3-х суток культивирования, после 6-ти суток
значительного  прироста  уже  не  наблюдалось,  т.е.  культура  достигла
стационарной стадии. Активное потребление глюкозы грибом происходило в
течение  первых  4-х  суток  роста,  далее  ее  содержание  менялось
незначительно. Пик свечения наблюдался на 6 сутки роста при наступлении
стационарной стадии фазы роста и при минимальном содержании глюкозы в
питательной  среде  (рис.2).  Максимальное  свечение  глобул  в  питательной
среде составляло 106 квантов. Как указано в материалах и методах, глобулы с
таким  уровнем  свечения  условно  назвали  «тусклым»,  их  уже  можно
визуализировать с помощью Image System. 
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Рисунок 2 – параметры роста мицелия N.nambi при погруженном
культивировании в течении недели.
Наблюдения за свечением глобул с помощью  Image System показало,
что  морфологически  разные  глобулы  (гладкие  и  шероховатые,  крупные  и
мелкие)  отличались  по  характеру  излучения  света  (рис.3).  Как  правило,
гладкие и шероховатые мелкие глобулы излучали свет всей поверхностью.
Крупные  гладкие  глобулы  имели  светящиеся  пятна  на  поверхности,  у
шероховатых  глобул  зачастую  светилась  периферическая  часть,  т.е.  более
молодой мицелий. 
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Рисунок 3 – Визуализация свечения глобул мицелия N. nambi,
получаемых при глубинном культивировании гриба. Масштабная линейка -
10 мм
3.2.  Световая  эмиссия,  общая  пероксидазная  и  каталазная
активность тусклых глобул N. nambi
3.2.1. Изменения свечения глобул при их отмывке в ДИ воде
Результаты  исследования  показали,  что  динамика  и  максимальный
уровень свечения глобул, достигаемый при их многодневной инкубации в ДИ
воде зависел от того, с какой фазы роста они были взяты.
Глобулы мицелия N. nambi, взятые из питательной среды на 4-е сутки, в
экспоненциальной фазе роста, светились на уровне 103 квантов. Глобулы с
таким уровнем свечения еще не видны в Image System. После помещении их
в ДИ воду для отмывки, пик свечения возрос до 108 в первые сутки, на вторые
сутки немного снизился до  107 (табл.1).  Таким образом,  уровень свечения
молодых глобул вырос на 5 порядков в течение суток при их инкубации в ДИ
воде. 
Глобулы,  взятые  из  питательной  среды  на  6-е  сутки  роста,  имели
уровень  свечения  106  квантов.  При  их  визуализации  в  Image System они
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представляют собой тускло светящиеся шарики.  Пик свечения наблюдался
при помещении их в ДИ воду для отмывки также в 1 сутки и составлял 109
квантов/сек, затем, постепенно свечение уменьшалось и на 2-е сутки отмывки
составило  108 квантов  (табл.2).  В  целом  уровень  свечения  выше  у  таких
глобул, однако, прирост составил всего 3 порядка.
Таблица 1 – свечение глобул  N.  nаmbi,  взятых из питательной среды на 4-е
сутки роста. Интенсивность свечения нормирована на сухой вес глобул.
Таблица 2 - свечение мицелия N. nаmbi взятых из питательной среды на 6-и
сутки роста
Параметры Квант/сек/мг
глобулы в питательной среде 1,6*106
сутки отмывки 1,4*109
2-е суток отмывки 3,1*108
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Параметры Квант/сек/мг
глобулы в питательной среде 6,4*103
сутки отмывки в ДИ воде 1,2*108
2-е суток отмывки 2,5*107
3.2.2.  Оценка  общей  пероксидазной  и  каталазной  активности
тусклых глобул N. nambi
Для дальнейших экспериментов отбирали тускло светящиеся глобулы.
С этой  целью смотрели свечение глобул в  Image System,  затем отдельные
яркие  глобулы  отбрасывали  и  для  определения  каталазной  и  общей
пероксидазной активности отбирали тускло светящиеся глобулы. 
При помещении  глобул  N.nambi в  реакционную  смесь  с  4-ААП  и
фенолом  наблюдалось  их  окрашивание  в  розовый  цвет.  Характер
окрашивания  глобул  и  постепенное  перемещение  хромогена  от  глобул  в
раствор указывало на то, что реакция окислительного азосочетания протекала
снаружи  гиф,  в  околоклеточном  пространстве,  где  локализуются
экстраклеточные пероксидазы гриба. Окрашивание тускло светящихся глобул
было медленное по сравнению с ярко светящимися глобулами, интенсивность
образования  хромогена  также  была  ниже  по  сравнению  с  тем,  что
наблюдалось ранее у ярко светящегося мицелия [7].
Определение общей пероксидазной активности так же как и каталазной
в экстрактах глобул, взятых на 6-е сутки роста и инкубированных затем в ДИ
воде, показало, что активность увеличивалась по мере отмывки глобул. Самая
низкая  общая пероксидазная  активность  наблюдалась  в  экстрактах  глобул,
взятых  из  питательной  среды.  Пик  активность  достигался  через  сутки
отмывки (рис.4). Затем активность пероксидаз снижалась. Следует отметить,
что  динамика  изменения  общей  пероксидазной  активности  в  экстрактах
мицелия совпадала с изменением люминесценции глобул (табл. 2). Однако,
результаты  изменения  пероксидазной  активности  в  экстрактах  мицелия,
взятого  с  более  ранней  стадии  роста  (на  4–и  сутки),  показывают,  что  у
молодого мицелия уровень пероксидазной активности выше у глобул, еще не
подвергшихся отмывке в ДИ воде.
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Похожая  динамика  наблюдалась  и  при  определении  каталазной
активности  в  экстрактах  глобул  (рис.5).  Важно  отметить,  что  удельные
величины  общей  пероксидазной  и  каталазной  активностей  показали
значительную  разницу  в  содержании  этих  ферментов  в  изучаемом
базидиомицете. 
Рисунок 4 – Изменение общей пероксидазной активности в экстрактах
мицелия глобул: А- с экспоненциальной стадии роста, Б- со стационарной
стадии роста
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 Рисунок 5 – Изменение каталазной активности в экстрактах мицелия глобул:
А- с экспоненциальной стадии роста, Б- со стационарной стадии роста
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3.3.  Общая  пероксидазная  и  каталазная  активность  мицелия  N.
nambi в  сравнении с уровнем световой эмиссии после инкубации с  β–
глюкозидазой
Для  нарушения  целостности  клеточной  оболочки  гиф  использовали
фермент  β–глюкозидазу. Глобулы  помещали  в  ДИ  воду  с  добавленной  β–
глюкозидазой  и  инкубировали  3–4  часа.  В  результате  обработки  мицелия
гриба  β–глюкозидазой  были  выявлены  отчетливые  морфологические
изменения – фрагментация слизистого слоя и нарушения целостности гиф в
результате шока в гипоосмотических условиях (рис.6). 
Рисунок 6 – фрагментация слизистого слоя мицелия, инкубированного с
β-глюкозидазой в ДИ воде. Изображение получено в отраженном свете в
режиме флуоресценции
После  окончания  инкубации  оценивали  пероксидазную активность  в
воде инкубации и в нативных глобулах с помощью реакции окислительного
азосочетания.  Результаты  показали,  что  глобулы  после  инкубации  с
ферментом, показали сниженную пероксидазную активность по сравнению с
контролем  (рис.7).  Кроме  того,  наблюдение  показало  появление
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пероксидазной  активности  в  водной  среде  на  фоне  снижения  выявляемой
экстраклеточной пероксидазной активности глобул (рис.8). 
Рисунок 7 – образование цветного продукта реакции азосочетания глобулами
N. nambi без инкубации с  β-глюкозидазой (А, контроль) и после обработки
ферментом (Б).
Рисунок 8 – оценка экстраклеточной пероксидазной активности глобул после
их инкубации с β-глюкозидазой в сравнении с контролем.
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А Б
Из  полученных  результатов  можно  сделать  вывод,  что  в  результате
нарушения β-D-глюкана в оболочке гиф и последующего осмотического шока
происходит высвобождение экстраклеточных пероксидаз из глюкановой сети
и выход их в окружающую среду.
Кроме  того,  после  инкубации  глобул  с  β-глюкозидазой  наблюдался
выход каталаз  в  водную среду  (рис 9).  Если на  3  сутки отмывки уровень
каталазы в воде отмывке был очень низким, то к 4 суткам значительно вырос
(рис. 10). Однако полученные величины отличались от содержания каталаз в
экстрактах глобул (рис. 5). Известно из литературных данных, что каталаза у
грибов  является  внутриклеточным  ферментом  локализованным  в
микротельцах,  выполняющих  роль  пероксисом  и  в  вакуолях  [16,19].  По-
видимому, нарушение клеточной оболочки способствовало выходу какой-то
небольшой части каталаз в окружающую среду.
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Рисунок 9 – вода, в которой отмывались глобулы. А- контроль, без β-
глюкозидазы, Б – после инкубации глобул с β-глюкозидазой.
Рисунок 10 – уровень каталазной активности в воде отмывки после
инкубации глобул с β-глюкозидазой в сравнении с контролем: А – 3 суток
инкубации в ДИ воде. Б – 4 суток инкубации в ДИ воде.
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После  инкубации  глобул с  β-глюкозидазой  свечение  гриба  менялось
незначительно,  по  сравнению  с  контролем.  Однако  наблюдалась  общая
тенденция более раннего достижения пика свечения у глобул, обработанных
ферментом  (рис.  11).  Полученный  результат  можно  объяснить  исходя  из
механизма действия β-глюкозидазы. Как известно, этот фермент способствует
отщеплению концевых молекул глюкозы из полимерной цепи β-D-глюкана.
Эксперименты проведены на стационарной стадии роста гриба, когда в гифах
синтезируются глюкозо- и пиранозоокисляющие ферменты. К этому времени,
при низком уровне глюкозы,  они выходят в периплазму и затем наружу в
глюкановый  слой,  где  расщепляют  молекулы  глюкозы  с  образованием
перекиси водорода [34].  Такая последовательность  событий наблюдается в
природе, когда гифы гриба испытывают недостаток углерода, у них начинает
расщепляться собственная полисахаридная капсула, тем самым обеспечивая
локализованные в капсуле пероксидазы необходимым субстратом, перекисью
водорода. Из полученных ранее результатов исследования N. nambi известно,
что его свечение стимулируется перекисью водорода [4]. 
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Рисунок 10 – динамика изменения свечения глобул инкубированных с β-
глюкозидазой в сравнении с контролем. Нулевая точка соответствует дню
изъятия глобул из питательной среды.
Таким образом, клеточная стенка и наружный слизистый слой имеют
большое значение в функционировании грибного мицелия даже при его росте
в  водной среде  (погруженное  культивирование).  При отмывке гриба  мы в
первую  очередь  воздействуем  на  внешнюю  оболочку,  возможно  даже
смываем растворимую часть  полисахаридной капсулы, обнажая клеточную
стенку.  В  результате  активируются  ферменты  антиоксидантной  защиты  и
люминесценции.  В  дальнейшем  при  нарушении  целостности  клеточной
оболочки  с  помощью  β-глюкозидазы  и  осмотического  шока  наблюдалось
сокращение времени выхода световой эмиссии на максимальный уровень, что
может быть связано с активацией образования АФК, в частности, перекиси
водорода.  Полученные  результаты еще раз  подтверждают сделанное  ранее
предположение  [7],  что  биолюминесценция  и  активность  ферментов
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антиоксидантной защиты при стрессе у данных видов грибов взаимосвязаны
и имеют одну метаболическую основу.
Таким образом, получены следующие основные результаты. 
Проведена оценка свечения мицелия, рост биомассы в зависимости от
уровня  глюкозы  в  питательной  среде.  При  росте  гриба  в  погруженных
условиях  свечение  начинает  возрастать  при  низком  уровне  концентрации
глюкозы в культуральной среде (3–4 сут.роста). Биомасса мицелия достигает
максимальных значений  к 6–8 суткам роста.
При  инкубировании  глобул  в  ДИ  воде  динамика  изменений  общей
пероксидазной  и  каталазной  активности  в  экстрактах  мицелия  N.  nambi,
взятого со  стационарной стадии роста,  совпадали  с  динамикой изменения
свечения  глобул.  В  молодых  глобулах  с  экспоненциальной  стадии  роста
общая пероксидазная активность при помещении гриба в ДИ воду падает, а
динамика  изменения  каталазной  активности  совпадает  с  динамикой
изменения  свечения.  Необходимо  подчеркнуть,  что  удельные  величины
общей  пероксидазной  и  каталазной  активностей  в  экстрактах  тускло
светящегося мицелия N. nambi значительно различаются.
В  результате  обработки  мицелия  гриба  N.  nambi β-глюкозидазой
выявлены  отчетливые  морфологические  изменения  –  фрагментация
слизистой  слоя  и  нарушения  целостности  гиф  в  результате  шока  в
гипоосмотических  условиях.  После  инкубации  глобул  с  β-глюкозидазой
наблюдалось появление пероксидазной активности в водной среде на фоне
снижения выявляемой экстраклеточной пероксидазной активности глобул.
После инкубации глобул с β-глюкозидазой наблюдалось значительное
сокращение времени выхода световой эмиссии на максимальный уровень, что
может быть связано с активацией образования АФК, в частности, перекиси
водорода.
30
ВЫВОДЫ
По проделанной работе были сделаны следующие выводы:
1. При погруженном культивировании базидиомицета  N.  nambi свечение
мицелия  начинает  возрастать  при  снижении  содержания  глюкозы  в
питательной среде.
2. Общая  пероксидазная  и  каталазная  активность  в  экстрактах  тускло
светящегося  мицелия  N.  nambi зависят  от  стадии  роста  гриба.  В
экспоненциальную фазу роста при низком уровне свечения активность
пероксидаз  и  каталазы  выше,  чем  на  стационарной  стадии  при
максимальной световой эмиссии.
3. При помещении глобул в деионизованную воду активность ферментов
антиоксидантной защиты значительно  возрастает. При этом динамика
изменения  свечения  и  активности  каталазы  совпадают,  а  динамика
изменения светоизлучения и общей пероксидазной активности зависят
от стадии роста культуры. 
4. Ферментативное  воздействие  на  глюкановый  слой  оболочки  гиф
приводит к морфологическим нарушениям структуры как самих гиф,
так  и  глобул  в  целом,  выходу  экстраклеточных  пероксидаз  в
окружающую среду, сокращению времени выхода световой эмиссии на
максимальный  уровень,  что  может  быть  связано  с  активацией
образования АФК, в частности, перекиси водорода.
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